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Abstract
　　　　We　have　previously　reported　high　positive　rates　of　the　enterovirus　gene　in　serum　obtained　from　children
with　type　1　diabetes　mellitus　（type　1　DM）．　Dysfunction　of　endothelial　cells　is　suspected　to　occur　in　such
patients．　Nitrite　and　nitrate　（NOx）　are　endothelial　functional　markers．　ln　order　to　better　understand　the
relationships　among　type　1　DM，　enterovirus　and　endothelial　function　in　children，　we　assayed　serum　NOx　with
positive　and　negative　serum　for　enteroviral　RNA　with　type　1　DM．　We　investigated　enteroviral　RNA　in　serum
from　children　with　type　1　DM　using　a　highly　sensitive　reverse　transcriptase　polymerase　chain　reaction　（RT－
PCR）　and　compared　the　sequence　data　with　Iocal　epidemical　strains　obtained　from　the　same　area　as　that　of　our
patients．　ln　addition，　serum　NOx　was　measured　with　high　pressure　liquid　chromatography　（HPLC）　several
tlmes　over　a　2－year　period．
　　　　NOx　levels　of　patients　with　type　I　DM　showed　no　significant　dif〔bren㏄s什om　those　of　the　controls，
However　serum　NOx　levels　of　patients　who　were　positive　for　enterovirus　were　higher　than　those　of　patients　who
were　negative．　NOx　levels　in　patients　less　than　2　years　after　the　onset　ofthe　disease　were　significantly　higher　than
those　in　patients　over　12　years　after　the　onset　ofthe　disease．　Serum　NOx　levels　showed　a　decrease　within　2　years
in　4　of　5　patients　with　type　1　DM．　Our　enteroviral　gene　sequences　detected　from　type　1　DM　patients　were
similar　to　the　epidemical　strains．
　　　　From　these　results　it　is　suggested　that　type　1　DM　partly　correlates　with　the　enterovirus　in　children　and　affects
the　stress　on　vascular　endothelial　cells．
Introduction
　　Type　1　diabetes　mellitus　（type　1　DM）　can　occur　at
any　age，　but　the　clinical　course，　genetic，　and　environmen－
tal　determinants　appear　to　be　heterogeneous　by　age．
The　common　pathway　begins　with　the　preclinical　stage
of　progressive　defect　of　insulin　secretion，　followed　by
onset　of　hyperglycemia，　transient　remission，　and　finally
complete　insulinopenia　associated　with　acute　and
chronic　complications　and　premature　death．　Current
research　efforts　are　focused　on　the　identification　of　the
genetic　and　environmental　detemiinants　of　this　process
and　the　ways　they　interact．　Common　viral　infections
such　as　mumps，　enterovirus　infections　and　rubella　have
long　been　postulated　to　panicipate　in　the　pathogenesis
of　type　1　DMi－3）．　The　connection　of　enteroviruses，
coxsackie　B　viru es　in　particular，　to　the　etiology　of　type
1　DM　is　based　on　epidemiological　studies‘）．　We　have
prev usly　reported　that　RT－PCR　for　enterovirus　was
positive　in　23　（37．7％）　of　61　children　with　type　1　DM5）．
Enteroviral　RNA　sequences　have　been　detected　more
frequently　in　the　sera　of　newly　diagnosed　type　1　DM
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patients　than　in　healthy　control　subjects．　The　positive
rate　decreased　with　age　after　the　occurrence　of　type　1
DM．　ln　this　study　we　analyzed　the　sequences　of　the
positive　patients，　and　compared　those　of　sporadic　strains
of　coxsackie　B4　in　the　same　area．　In　addition　nitrite
and　nitrate　（NOx）　was　measured　in　order　to　better
understand　their　oxidative　stress　on　endothelial　cells　in
those　patients．
　　　　　　　　　　　　　Materials　and　methods
200
162
　　We　investigated　61　patients　with　type　1　DM　aged　9
months　to　40　years　old　who　were　treated　by　our　Depart－
ments　of　Pediatrics．　lnformed　consent　of　all　patients　or
their　parents　were　obtained　after　explanation　of　the
significance　of　these　studies．　The　serum　samples　were
kept　at　一800C　until　used　for　RT－PCR　for　the　detection
of　enteroviruses．　As　controls　we　carried　on　the　same
assay　in　58　serum　samples　obtained　from　healthy　people
aged　from　1　month　to　40　years　old．　The　enterovirus
gene　was　detected　by　RT－PCR，　using　a　method　we
previously　reported6）．　Primers　of　RT－PCR　which　can
detect　almost　all　enteroviruses　were　used．　Total　RNA
was　extracted　from　200　pt　1　of　the　serum，　as　reported，
using　a　commercial　available　kit　（Qiagen，　Valencia，
CA，　USA）．　The　sequence　data　which　were　obtained
from　positive　patients　were　compared　using　a　Genetic
Mac　Version　11．
　　NOx　（NO2　and　NO3）　in　serum　were　measured　by　the
HPLC－UV　system　（ENO－10，　Eicom，　Kyoto，　Japan）
using　Griess’s　method7）．　The　deoxidization　column
and　the　reaction　coil　were　carried　on　in　350C　column
oven　（ATC－10，　Eicom　Kyoto，　Japan）．　NO2　and　NO3
were　assayed　at　4　minutes　and　6　minutes　after　the　counts，
respectively．　The　results　were　calculated　using　the　area
under　the　curve　（AUC）　of　NO2　and　NO3．
　　The　statistical　tests　（Mann－Whitney　U　test）　were　two－
sided，　P　values　or　chi－square　for　independence　test　or
Fisher’s　protected　least　significant　difference　（PLSD）
values　less　than　O．05　were　considered　to　indicate　statisti－
cally　significant　differences．　Statistical　analysis　was
performed　with　Statcel　software　（OMS，　Saitama，　Japan）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results
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Fig．　1　clustering　 f　the　data　of　sequences　of　positive　samples
　　　　　　（The　number　of　1　to　18　were　type　1　DM，　the　other
　　　　　　numbers　were　the　sequences　of　coxsachievirus　B4　which
　　　　　　were　isolated　in　same　Japanese　area．）
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　　Twenty－three　（37．7％）　from　61　specimens　obtained
from　patients　with　type　1　DM　were　positive　for　enter－
ovirus　by　RT－PCR．　On　the　other　hand　there　were
positive　results　for　enterovirus　in　less　than　490　of　healthy
donors．　Four　out　of　the　23　cases　were　also　positive　on
RT－PCR　2　years　later．　The　sequence　analysis　revealed
the　same　tree，　shown　in　Figure　1．　Serum　NOx　of
patients　with　type　I　DM　showed　no　significant
difference　with　those　of　the　controls．　However　the
serum　NOx　of　patients　who　were　positive　for　enterovirus
was　higher　than　those　of　patients　who　were　negative　for
　　　　　　　o　　　　 　　　 　　　　　 　　　　　e tero（一）　entero（十）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（182．5±71．8）　（323±185．9）
Fig．2　NOx　（NO，　a d　NO，）　in　serum　samples　from　patients
　　　　　　with　type　1　DM　differently　positive　and　negative　for
　　　　　　enterovirus　RNA　in　serum
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Fig．3　NOx　（NO，　and　NO，）　in　serum　samples　from　patients
　　　　　　with　type　1　DM　and　duration　of　years　after　the　appear－
　　　　　　ance　of　DM
enterovirus，　as s own　in　Figure　2．　The　NOx　ofpatients
less　than　2　years　after　the　onset　of　the　disease　was
significantly　higher　than　those　of　patients　in　whom　the
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Fig．4　NOx　（NO，　and　NO3）　in　serum　samples　from　patients
　　　　　　with　type　1　DM　before　and　after　2　years　（2002　and
　　　　　　2004）
onset　had　been　over　12years　previously　（Figure　3）．
Serum　NOx　was　decreased　in　4　of　5　patients　with　type　1
DM　onset　less　than　2　years　previously　（Figure　4）．
Discussion
　　The　enteroviral　genome　was　found　by　RT－PCR　in
37．7％　of　patients．　The　presence　of　the　enteroviral
genome　has　been　reported　using　RT－PCR　in　27％一64％　of
diabetic　patients　on　the　clinical　manifestation　of　the
disease　in　European　countries8－iO）．　Enteroviruses，　par－
ticularly　coxsackie　viruses　are　known　to　have　an
intratypic　antigenic　variationii）i2）．　ln　this　report　we
investigated　the　sequence　data　that　were　obtained　from
patients　with　type　1　DM　and　other　clinical　isolated
coxsackievirus　B4．　From　the　results　of　this　clustering
assay　this　detected　genome　is　suspected　to　be　coxsack－
ievirus　B4．　The　persistence　of　Coxsackievirus　B4　virus
could　be　one　of　the　causes　of　type　1　DM　through　the
destruction　of　pancreatic　beta　cells．　ln　the　past　we　have
reported　that　the　positive　rate　for　enterovirus　by　RTR－
PCR　gradually　decreased　with　time　after　the　occurrence
the　disease，　but　that　some　patients　again　showed
positivity　two　years　later．　These　data　also　support　the
relation　of　the　persistence　of　enterovirus　and　type　1　DM．
　　Oxidative　stress　is　believed　to　affect　the　development
of　diabetic－associated　vasculopathy，　endothelial　dysfunc－
tion，　and　neuropathy．　ln　this　study　we　found　high
levels　in　the　early　years　after　the　appearance　of　the
disease　in　children　who　were　positive　for　enterovirus．
In　experiments　with　rats，　N　F－kappaB　and　iNOS　in－
creased　in　the　pancreas　of　hyperglycemic，　diabetic－prone
rats　but　not　in　diabetic－resistant　rats．　lmmunostaining
for　NF－kappaB　and　iNOS　was　largely　confined　to　islets
of　pancreas　and　occurred　in　diabetic－prone　rats　prior　to
overt　hyperglycemia，　and　Pieper　et　al．　suggested　a　role　of
NFkappaB　and　iNOS　in　diabetogenesis　in　vivo’3）．
However　our　results　are　not　compatible　with　those
pathophysiology．　Only　enterovirus－positive　children
with　type　1　DM　showed　high　serum　NOx　levels．　Since
serum　NOx　decreases　over　a　long　period　after　onset，
endothelial　dysfunction　would　occur　under　oxidative
stress．　NOx　concentrations　in　the　diabetic　group　were
significantly　lower　than　in　control　ratsi‘）．　From　these
findings　we　hypothesize　that　high　NOx　at　an　early　stage
reflects　some　kind　of　viral　persistence，　and　low　NOx　in
late　stage　reflects　endothelial　dysfunction．　ln　order　to
clarify　the　long　duration　repeated　assays　of　specimens
from　the　same　person　would　be　needed．
　　Genetic　factors　are　other　maj　or　components　in　the
etiology　of　type　1　DM，　because　a　strong　association　has
been　observed　between　the　susceptibility　to　type　1　DM
and　specific　alleles　of　the　MHC　class　II　genesi‘）’5）．　The
findings　in　our　studies　with　regard　to　positive　PCR
results　show　high　homology　to　coxsackievirus　B4，　and
agree　with　the　conclusion　reported　by　Clements　et　al．9）．
Foulis　suggested　that　enterovirus　infections　might　have　a
role　in　modulating　autoimmunity　in　the　prediabetic
phase　of　Type　1　DM　rather　than　being　involved　with　the
direct　destruction　of　beta－cells　at　diagnosis’6）．　The
connection　between　the　glutamic　acid　decarboxylase
（GAD） autoimmunity　and　enterovirus　infections　in
type　1　DM　has　been　suggested　to　be　based　on　a
homology　region　between　the　non－structural　protein　2C
of　c xsackievirus　B4　and　GADi7）．　However　we　could
not　fi d　any　correlation　within　GAD　antibodies　and　the
positivity　of　the　 nterovirus．　Consequently　our　results
showed　that　the　pathopysiology　of　type　1　DM　could　be
a　mechanism　by　which　a　persistent　enterovirus　destroys
pancreatic　beta－cells　through　oxidative　stress．
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小児のエンテロウイルス関連1型糖尿病と血清NOx
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’）東京医科大学小児科学講座
　2）国立病院機構三重病院
【要旨】我々は、コクサッキーウイルスB4型などのエンテロウイルス属と1型糖尿病との関連性に着目し調査を行い、小
児の1型糖尿病患者の血清から高率にエンテロウイルスRNAが検出されることをこれまでも報告してきた。
　1型糖尿病患者では血管内皮機能の異常が起きていることが指摘されている。近年、NOxがこの血管内皮機能の指標と
して用いられるようになってきた。そこで、1型糖尿病とエンテロウィルスならびに、血管内皮機能との関係を明らかに
するため、1型糖尿病患者の血清をエンテロウイルスの陽性と陰性に分けNOx値を測定した。血清中のエンテロウイルス
RNAは高感度RT－PCR法を用いて検索を行い、患者の住む地域の流行株と塩基配列を比較検討した。　NOxは、　HPLC法
を用いて2年間の経過を追って測定した。1型糖尿病患者群のNOx値は1型糖尿病ではない対象群のNOx値との問で有
意差を示さなかった。しかしながら、RT－PCR法でエンテロウイルスが陽性であった1型糖尿病患者のNOxは、エンテ
ロウイルスが陰性であった1型糖尿病患者群に比して有意に高値であった。発症から2年未満の1型糖尿病患者の血清
NOx値は、発症12年を経過している患者の血清NOx値より有意に高値であった。血清NOx値は経時的に測定し得た5
名のエンテロウイルス陽性1型糖尿病患者では、2年間で4名が減少を来していた。1型糖尿病患者から検出したエンテロ
ウイルス遺伝子は同地域で流行しているエンテロウイルス属の株に塩基配列が近似していた。これらの結果から、小児の
1型糖尿病は一部エンテロウイルスと関連性があり、血管内皮細胞に与えるストレスにもエンテロウイルスの感染が影響
を及ぼしていると推察された。
〈キーワード〉 インスリン依存型糖尿病（Type　l　diabetes　mellitus）NOx、エンテロウイルス、小児、コクサッキーウイ
ルス
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